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" (54) Titre: PROCEDE D'OBTENTION DE CELLULES DENDRITIQUES, LES CELLULES DENDRITIQUES AINSI OBTE- 
NUES ET LEURS UTILISATIONS A DES FINS CLINIQUES 



(57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining dendritic cells which consists in: 1) culturing, during 4 to 6 days, 
preferably 5 days, mononucleate cells derived from cytapheresis after mobilisation, in a serum-free medium with added human 
albumen in the presence of a granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) and interleukin (JL) blocking the dif- 
ferentiation towards the macrophage path; 2) adding to the culture medium TNF-a and optionally an inflammatory mediator and 
proceeding with the culture during 1 to 4 days, preferably 2 more days; 3) recuperating the resulting dendritic cells. Said cells are 
useful in immunotherapy. 

(57) Abrege: La prdsente invention a pour objet un precede pour 1'obtention de cellules dendritiques qui consiste: 1) a cultiver, 
pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours, des cellules mononuclees issues de cy tapherese apres mobilisation, dans un milieu exempt 
de serum complement^ avec de l'albumine humaine en presence d'un facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages 
(GM-CSF) et d'une interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique; 2) a ajouter au milieu de culture du 
TNF-a et eventuellement un mediateur inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours, de preference 2 jours 
supplementaires; 3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. Applications : agents d'immunotherapie. 
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PROCEDE D'OBTENTION DE CELLULES DENTRITIQUES, LES CELLULES DENTRITIQUES AINSI 
OBTENUES ET LEURS UTILISATIONS A DES FINS CLINIQUES 

La presente invention concerne le domaine de I'immunotherapie et plus 
particulierement celui des cellules dendritiques et de leur utilisation a titre d'agent 
d'immunotherapie. 

Les cellules dendritiques (DC) jouent un role cle dans ['initiation de la 
reponse immunitaire primaire et des etudes cliniques pilotes ont mis en evidence 
leur capacite a induire une immunite anti-tumorale efficace. 

Les cellules dendritiques, qui sont presentent dans la peau (cellules de 
Langerhans), dans les muqueuses, le sang peripherique et la moelle osseuse, 
sont les cellules presentant des antigenes (Antigen-presenting cells ou APC) les 
plus puissantes dans le systeme immunitaire. Elles sont caracterisees par une 
morphologie unique et un phenotype de surface specifique. 

En particulier, elles expriment I'antigene CD83 et sont capables d'exprimer 
des quantites importantes de MHC classes I et II et d'initier des reactions mixtes 
avec les leucocytes (MLR). En revanche, elles sont depourvues de certains 
marqueurs myeioides, notamment du marqueur CD14. 

Etant donne leurs proprietes specifiques, ces cellules ont ete proposees 
comme elements essentiels dans les therapies cellulaires qui necessitent la 
presentation d'antigenes aux lymphocytes T. 

Les cellules dendritiques (DC) ont un mode de differentiation specifique 
qui comprend deux stades importants, le stade immature et le stade mature, 
selon un ensemble de caracteristiques phenotypiques et fonctionnelles (1 .2). Les 
DC immatures obtenues in vitro a partir de monocytes par culture avec un 
facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et une 
interleukine bloquant la differentiation vers la voie macrophagique (IL-4 ou IL-13) 
sont analogues aux DC du tissu peripherique, c'est-a-dire aux cellules de 
Langerhans et aux cellules dendritiques interstitielles. Ces DC immatures sont 
capables de capturer les antigenes avec une grande efficacite en utilisant des 
recepteurs specialises, tels que les recepteurs pour le fragment Fc des 
immunoglobulines (FcR) (3,4), le recepteur au mannose (MR) (5) et les 
recepteurs phagocytaires, en particulier CD36 et I'integrine avp5 (6). Elles 
peuvent ainsi internaliser les proteines, les lysats de cellules entieres, I'ARN et 
les cellules apoptotiques. En revanche, elles expriment seulement de faibles taux 
de molecules costimulatrices necessaires pour ('activation des lymphocytes T. 
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Lorsqu'elles sont exposees a des signaux de maturation, donnes 
principalement par les antigenes, les cytokines inflammatoires ou les produits 
bacteriens, les DC perdent leurs capacites phagocytaires et endocytaires (5,6) 
mais accroissent I'expression du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de 
5 classe I, du CMH de classe II, I'expression de CD80 et CD86 et deviennent de 
tres puissantes cellules presentant des antigenes (APC). Le passage du stade 
immature au stade mature est associe a I'expression des recepteurs des 
chemokines. Les DC matures ont une expression diminuee de CCR1 et CCR5, 
qui sont les recepteurs des chemokines inflammatoires, les proteines 

10 inflammatoires de macrophages MIP-1a, MIP-1p et RANTES, et de facon 
concomitante, elles ont une expression augmentee de CCR7, qui est le 
recepteur pour le ligand E1B (ELC)/MIP-3p, lequel est exprime de facon 
constitutive dans les organes lymphoTdes secondaires (7-9). Ces changements 
dans I'expression des recepteurs des chemokines sont importants pour la 

15 circulation in vivo des DC. Les DC immatures sont recrutees par les chemokines 
inflammatoires dans les sites d'entree des antigenes. Apres activation par les 
antigenes et stimuli inflammatoires, elles perdent les recepteurs CCR1 et CCR5 
et acquierent ('expression de CCR7. Les DC matures peuvent ensuite entrer 
dans les vaisseaux lymphatiques et migrer vers les ganglions lymphatiques 

20 afferents ou elles presentent des epitopes derives d'antigenes pour les 
lymphocytes narfs et les lymphocytes memoires presents dans ces ganglions. 

Ainsi, on a deja propose de les utiliser en tant que vecteurs pour des 
vaccinations anti-tumorales (10). Recemment, Nestle et al. ont montre que 
I'injection intralymphatique de DC immatures activees avec des peptides 

25 tumoraux ou des lysats cellulaires tumoraux ont pu provoquer une reponse 
immunitaire anti-melanome (11). 

L'utilisation de cellules dendritiques a des fins d'immunotherapie necessite 
plusieurs millions de cellules a plusieurs reprises. De plus, ces cellules doivent 
etre capables de circuler dans le corps humain de maniere selective vers les 

30 ganglions pour que le traitement soit efficace. II importe egalement de disposer 
de cellules engagees de fa?on irreversible dans la voie de differentiation 
dendritique, c'est-a-dire de cellules matures qui ne soient pas susceptibles de se 
transformer dans I'organisme en macrophages. 

Plusieurs etudes concernant (a modulation des recepteurs des chemokines 

35 ont ete realisees avec des DC obtenues par culture dans un milieu contenant du 
serum de veau fetal (FCS). Or, les antigenes xenogenes peuvent etre 
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immunodominants et peuvent gener le developpement de I'immunite anti- 

tumorale specifique. 

Differentes equipes de chercheurs se sont done concentrees sur la 

production de DC derivees de monocytes dans des milieux exempts de FCS en 
5 utilisant des milieux complement.es avec 1 a 10 % de plasma autologue (12-17), 

de serum autologue (18) ou d'un pool de serums humains AB (13,19-22,31). 

Toutefois, meme le serum autologue peut poser un probleme puisqu'il contient 

de nombreuses proteines, en particulier des anticorps (23) qui peuvent modifier 

la voie de fixation et de modification intracellulaire des antigenes. De plus, 
10 certains antigenes tumoraux de type MUC-1 dans plusieurs cancers ou 

I'immunoglobuline monoclonale dans le myelome multiple, sont presents dans le 

serum a des taux eleves et variables, ce qui peut affecter une presentation 

reproductible par les DC. 

Pour toutes ces raisons, des procedes d'obtention de DC capables 
1 5 d'activer les lymphocytes T dans des milieux exempts de serum ont ete proposes 

(24-26). 

Les demandes internationales W098/23728, WO98/06823 et WO98/06826 
decrivent egalement des procedes d'obtention des cellules dendritiques dans 
des milieux exempts de serum. La demande internationale WO98/06826 decrit 

20 entre autre I'utilisation d'un milieu exempt de serum, le milieu X-VIVO 15 
complemente avec 1% d'albumine humaine (HA). II est precise dans cette 
demande que I'utilisation de 1% de HA n'ameliore pas de facon significative la 
croissance des cellules, leur phenotype ou leur capacite stimulante. De plus, 
I'expression de CD86 est augmentee au bout de 14 jours de culture dans un tel 

25 milieu. 

On a maintenant trouve, de facon surprenante, que Ton peut obtenir des 
quantites importantes de cellules dendritiques, qui peuvent etre utilisees en 
immunotherapie par culture de cellules mononuclees particulieres dans un milieu 
exempt de serum convenablement complemente avec de I'albumine humaine en 

30 presence d'un facteur stimulant la formation de colonies de granulocytes 
macrophages (GM-CSF) et d'une cytokine, en particulier l'interleukine-4 (IL-4) ou 
l'interleukine-13 (IL-13) puis en presence d'au moins un mediateur inflammatoire, 
tel que par exemple le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a). 
Ainsi le procede de I'invention consiste : 

35 1) a cultiver pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours des cellules 

mononuclees issues de cytapherese apres mobilisation dans un milieu exempt 
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de serum complemente avec de I'albumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocyte-macrophage (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventueliement un mediateur 
5 inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours, de 

preference 2 jours supplementaires ; 

3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 
Avantageusement, on peut ajouter au milieu de culture, les deuxieme et 

quatrieme jours, du milieu frais contenant du GM-CSF et une interleukine. 
10 Selon une variante de mise en ceuvre du procede de I'invention, on peut 

utiliser de la prostaglandine E2 (PGE2) conjointement avec le TNF-a. 

Par "milieu de culture sans serum" on designe tout milieu de culture 
couramment utilise pour la culture des cellules a des fins cliniques, qui contient 
les substances nutritives essentielles pour la croissance des cellules 
15 hematopoTetiques notamment une source de carbone, d'azote, de la transferrine. 
Ces milieux sont exempts de serum humain ou de serum animal. 
Des exemples de milieux de culture exempts de serum appropries aux fins 
de I'invention sont decrits par exemple dans WO95/00632 et US5 405 772. 

Des exemples particuliers de tels milieux sont les milieux X-VIVO 10 ou 
20 X-VIVO 15 commercialises par la societe Biowhittaker, Walkersville, MD, USA. 

Le milieu X-VIVO 15 est particulierement prefere pour la mise en ceuvre de 
I'invention. 

Le milieu de culture doit etre complemente avec de I'albumine humaine a 
raison de 1 a 2 % (poids/volume), de preference 2 %. 

25 Par "cellules mononuclees" on designe les cellules mononuclees (MNC) 

provenant du sang peripherique de sujets normaux ou de patients presentant un 
cancer ou toute autre maladie dans laquelle le systeme immunitaire est implique, 
telle que les maladies infectieuses, virales ou parasitaires, par exemple le Sida 
ou les maladies dysimmunitaires, telles que par exemple la polyarthrite 

30 rhumatoide, le lupus, etc. 

Les cellules mononuclees (MNC) utilisees comme produit de depart dans 
le procede selon I'invention sont des cellules mononuclees obtenues par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un facteur 
de croissance cellulaire. 

35 Ainsi, les cellules mononuclees utilisees dans le procede de I'invention 

proviennent soit de sujets normaux ou de patients presentant un cancer qui ont 
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ete soumis a une chimiotherapie, a savoir a un traitement specifique a I'aide d'un 
agent chimiotherapeutique et eventuellement d'un facteur de croissance 
cellulaire, soit de patients presentant une maladie infectieuse, virale ou 
parasitaire qui ont ete traites avec un facteur de croissance cellulaire, tel que les 
5 cytokines, y compris les facteurs de croissance hematopoietiques. 

A titre d'exemple de facteur de croissance qui peuvent etre utilises pour la 
mobilisation des cellules mononuclees, on peut citer : 

- les facteurs stimulants les colonies de granulocytes (G-CSF), tels que les 
produits connus sous les denominations commerciales « filgrastim 

10 NEUPOGEN » de Amgen-Roche, « Lenograstim GRANOCYTE» de Rhone- 
Poulenc/Chugai ; 

- les facteurs stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM- 
CSF), tel que les produits connus sous les denominations commerciales 
LEUCOMAX de Schering Plough ou le facteur de croissance des cellules 

1 5 souches (SCF) de Amgen. 

Les cellules mononuclees mobilisees qui sont mises en ceuvre selon 
I'invention comprennent notamment ies monocytes, ies lymphocytes, les cellules 
souches hematopoietiques. 

La mobilisation par chimiotherapie est realisee a I'aide de I'agent 
20 chimiotherapeutique approprie au type de cancer presente par le patient, 
donneur des cellules a utiliser dans le procede de I'invention. On peut utiliser un 
agent chimiotherapeutique quelconque, tel que par exemple le 
cyclophosphamide. 

Les quantites de GM-CSF, d'interleukine, de TNF-cc et de PGE2 a utiliser 
25 dans le procede de I'invention sont celles qui sont habituellement utilisees pour 
les cultures cellulaires. 

On precisera que le GM-CSF peut etre utilise a raison de 1 ng/ml a 
1 000 ng/ml, de preference 50 a 500 ng/ml, avantageusement 100 ng/ml de 
milieu. 

30 L'interieukine est generalement utilisee en des quantites allant de 1 ng/ml a 

1 000 ng/ml, de preference 10 a 50 ng/ml, avantageusement 25 ng/ml de milieu. 

On peut egalement utiliser le TNF-a a raison de 1 ng/ml a 1 000 ng/ml et 
la PGE2 a raison de 10 ng/ml a 10 ug/ml, avantageusement de 20 ng/ml a 
1 ug/ml. 
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La culture des cellules precurseurs de cellules dendritiques est realisee 
dans des recipients en plastique couramment utilisees dans ce domaine, tels 
que les flacons ou sacs de cultures cellulaires permettant I'adherence des 
5 cellules. 

La culture est avantageusement realisee dans des incubateurs dans les 
conditions normales de culture de cellules (sterilite ; C0 2 environ 5 % ; humidite 
environ 95 % et temperature environ 37°C). 

Selon un autre aspect, I'invention a pour objet des cellules dendritiques qui 
10 sont avP3 ; av(3s + ; CCR5' et CCR7\ c'est-a-dire qu'elles sont depourvues des 
recepteurs 01VP3" et CCR5 et pourvues des recepteurs avps etCCR7. 

Ces cellules dendritiques, qui peuvent etre obtenues par le procede defini 
precedemment, sont des cellules matures irreversibles. Elles sont utilisables 
comme agent d'immunotherapie dans toutes les therapies cellulaires, telles que 
15 par exemple le traitement des cancers ou des maladies infectieuses, virales ou 
parasitaires. 

Ainsi I'invention a egalement pour objet ['utilisation des ceiiuies 
dendritiques 01VP3" ; avPs + ; CCR5" et CCR7 + pour la fabrication d'un agent 
d'immunotherapie utile pour le traitement de toute maladie impliquant le systeme 
20 immunitaire. 

En effet, avec les cellules dendritiques selon I'invention on peut reduire 
I'internalisation et la presentation de proteines xenogenes, allogenes ou 
autologues non identifies et limiter ainsi les reponses immunitaires qui ne sont 
pas specifiques aux antigenes tumoraux. 
25 Les DC selon I'invention sont capables de capturer in vivo des antigenes 

tumoraux soit par endocytose des proteines soit par phagocytose des cellules 
apoptotiques. 

Ces DC sont capables de migrer vers les ganglions lymphatiques afin de 
presenter les peptides derives d'antigenes diriges contre les lymphocytes T. 
30 Elles sont egalement capables de produire l'interleukine-12 favorisant une 
differenciation des cellules CD8+ naTves en des lymphocytes T cytotoxiques. 
Elles presentent un phenotype stable apres retrait des cytokines utilisees lors 
des cultures ex vivo. 

Le procede de I'invention permet d'obtenir des cellules dendritiques 
35 immatures et des cellules dendritiques matures. 
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En presence de GM-CSF et d'une interleukine, on obtient des cellules 
dendritiques immatures CD83" CD14 faible . Ces DC expriment HLA-DR, CD80 et 
CD86 ainsi que des recepteurs endocytaires et phagocytaires, a savoir MR, 
CD36 et avp5. 

5 De plus, ces DC immatures sont capables de phagocyter des cellules 

tumorales apoptotiques par la phagocytose des monocytes apoptotiques. Une 
stimulation de ces DC immatures avec du TNF-a plus GM-CSF et IL-4 pendant 2 
jours supplementaires conduit a I'obtention de cellules correspondant de facon 
phenotypique et fonctionnelle a des cellules dendritiques matures. Ces cellules 

10 matures ont exprime CD83 et des quantites plus elevees de HLA-DR, CD80 et 
CD86 par rapport aux DC immatures GM/IL-4. 

Elles sont capables d'activer les lymphocytes T allogenes avec la meme 
efficacite que les DC matures obtenues en presence de FCS. 

De plus, ces DC matures expriment egalement des recepteurs 

15 endocytaires comme les recepteurs au mannose ou les recepteurs a la 
phagocytose de type avp5 et CD36. Ces DC matures ont toutefois une capacite 
pour endocyter le dextrane ou phagocyter les cellules tumorales apoptotiques 
plus faibles que les DC immatures dont elles sont issues. 

La reponse aux chemokines pour les DC obtenues selon I'invention, a ete 

20 modulee de facon similaire a celle des DC obtenues dans du milieu contenant du 
FCS. En fait, les DC immatures obtenues selon ('invention ont exprime CCR5 et 
n'ont pas repondu a MIP-3p. Ainsi, apres injection in vivo, ces cellules devraient 
etre piegees de preference dans des sites inflammatoires ou MIP-1a, MIP-10 ou 
RANTES sont produits (25). Apres traitement avec du TNF-a, les DC selon 

25 I'invention ont perdu I'expression de CCR5 et ont acquis la capacite de repondre 
a MIP-3p. On peut penser qu'une proportion elevee de ces DC matures sera 
capable d'etre piegee dans des zones de ganglions lymphatiques de cellules T 
ou le MIP-3p est produit et d'initier une reponse immunitaire efficace. 

De plus, on a montre que la PGE2 qui est connue pour accroTtre la 

30 maturation des DC dans des milieux sans FCS (14,21), peut jouer un role sur la 
migration des DC. Dans les conditions de culture selon I'invention, la PGE2 n'a 
pas largement modifie le phenotype des DC produites avec GM/IL-4 et TNF, a 
I'exception d'un accroissement de I'expression de CD83, et n'a pas d'effet additif 
supplemental avec TNF-a pour I'activation des cellules T. Toutefois, la PGE2 a 

35 accru la migration des DC en reponse a M!P-3p. La migration des DC dans les 
organes lympho'fdes peut done etre selective. 
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Afin d'induire la production des cellules T cytotoxiques anti-tumorales, les 
DC doivent etre capables de diriger la differenciation des cellules T na'ives vis-a- 
vis du sous-ensemble de type 1 exprimant IFN-y et IL-2. L'IL-12 constitue la 
cytokine principale impliquee dans la polarisation de cellules TCD4+ vis-a-vis des 
5 cellules Th1 . Dans le modele de reponse des cellules T anti-EBV, il a ete mis en 
evidence que I'expression de IL-10 par des lignees cellulaires lymphoblastoTdes 
est associee avec I'emergence des cellules T CD8+ de type 2 (32) qui produisent 
IL-4 et IL-10 et qui ne sont pas cytotoxiques (33). Au contraire, les cellules 
CD8+ de type 1 produisent de I'IFN-y et de PIL-2 et sont cytotoxiques. Ainsi, des 

10 DC produites in vitro a des fins de vaccination anti-tumorale doivent idealement 
produire IL-12 et non IL-10. En effet, IL-10 possede un effet nocif 
supplemental sur la maturation des DC. En fait, les DC traitees avec IL-10 
pendant la phase de maturation induisent I'anergie specifique aux antigenes des 
cellules T CD4+ et CD8+ (25,34). Les DC obtenues selon I'invention, differentes 

15 de celles obtenues en presence de FCS (35,36), ont produit uniquement de 
faibles quantites de IL-12 mais des quantites importantes de 
IL-10 en reponse a la ligature a CD40. en accord avec les etudes montrant que 
les DC myeloTdes etaient capables de produire IL-10, en particulier en suivant la 
stimulation par CD40 (37,38). 

20 Toutefois, on a montre que la maturation des DC induites par TNF-a a 

entrame I'induction de la production de IL-12 et une inhibition dramatique de la 
synthese de IL-10 apres activation par CD40. Ainsi, les DC matures selon 
I'invention sont capables de declencher la differenciation des lymphocytes T 
nai'fs en lymphocytes T de type 1. L'addition de PGE2 a de plus inhibe la 

25 production de IL-10 mais egalement la production de IL-12 matures obtenues. 

L'invention a egalement pour objet un procede de traitement 
immunotherapeutique qui consiste a prelever a un patient a traiter des cellules 
mononuclees par cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou avec 
un facteur de croissance cellulaire et eventuellement congelation/decongelation, 

30 a traiter lesdites cellules selon le procede defini ci-dessus et a les activer au 
cours de I'etape 2) dudit procede (etape de maturation) par des antigenes 
specifiques selon les procedures habituelles bien connues de I'homme de metier, 
par exemple par endocytose et ensuite a reinjecter les cellules DC obtenues 
audit patient. 
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Avantageusement, ces cellules dendritiques peuvent etre congelees 
apres I'etape de maturation/activation selon les techniques habituelles sans 
modification substantielle de leurs proprietes. 

Les DC selon I'invention conviennent en particulier pour les traitements par 
5 allogreffes ou autogreffes. 

(.'invention va etre illustree plus en detail par les exemples ci-apres donnes 
a titre non limitatifs et par les figures qui represented ci-apres : 

- la Figure 1 montre I'effet de la maturation des DC sur I'endocytose de 
FITC-dextran : 

1 0 A) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 1 5-2 % HA en 

presence de GM-CSF et lL-4 ; 

B) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 15-2 % HA en 
presence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a ; 

C) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 15-2 % HA en 
1 5 presence de GM-CSF, IL-4 et PGE 2. 

Les courbes en pointilles correspondent au temps d'incubation des DC 
avec FITC-dextran de 7 minutes, ies courbes en traits pleins a I'incubation 
pendant 15 minutes et les courbes en traits gras a I'incubation pendant 30 
minutes ; sur I'axe des abscisses sont indiquees I'intensite de fluorescence et 
20 sur I'axe des ordonnees le nombre d'evenements ; 

- la Figure 2 montre I'apoptose de cellules XG-1 par le cycloheximide 
(CHX) par mesure de la fluorescence des cellules colorees par I'Annexin-V FITC 
et par I'iodure de propidium (PI) ; 

25 

- la Figure 3 montre la phagocytose des cellules tumorales apoptotiques 
par les DC immatures et I'absence de phagocytose par les DC matures ; 

- la Figure 4 montre I'effet de la maturation des DC sur I'expression de 
30 CCR5. 

- la Figure 5 montre la migration des DC matures et la non-migration des 
cellules immatures en reponse a (ELC)/MIP-3p. 

35 - la Figure 6 montre I'activation des cellules T allogenes par les DC 

matures. 
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EXEMPLE 1 : Production des cellules dendritiques (DC) 

On a recueilli des cellules de cytapherese (AC) provenant de quatre 
patients presentant differents cancers pendant la mobilisation des precurseurs 
5 hematopoTetiques avec le cyclophosphamide et le facteur humain de stimulation 
des colonies de granulocytes (G-CSF, filgrastim ; NEUPOGEN, Amgen-Roche, 
Neuilly-sur-Seine, France). Chaque lot de cellules AC recueillies a ete congele 
dans de I'azote liquide puis decongele et lave a deux reprises en presence d'un 
chelateur du calcium et du magnesium. Chaque lot de cellules a ensuite ete mis 

10 dans un flacon de culture cellulaire contenant du milieu X-VIVO 15 compiemente 
avec 2 % d'albumine humaine (X-VIVO-2% HA) et on a laisse les cellules 
adherer sur la surface du flacon de culture pendant 2 h. On a eiimine les cellules 
qui n'ont pas adhere et on a cultive les cellules qui ont adhere en presence de 
100 ng/ml de GM-CSF (Leucomax, Sandoz, Basel, Suisse) et 25 ng/ml de IL-4 

15 (R&D Systems, Minneapolis, MN) pendant 7 jours dans du milieu X-VIVO 15 
compiemente avec 2 % de HA. A des fins de comparaison, on a egalement 
cultive des cellules qui ont adhere en presence de 100 ng/mi de GM-CSF et 25 
ng/ml de IL-4 soit dans du milieu RPMI 1640 compiemente avec 10 % de FCS 
(milieu de reference), soit dans du milieu X-VIVO 15 seul ou dans du milieu X- 

20 VIVO 15 compiemente avec 5 % de SAB, 5 % de serum autologue ou 5 % de 
plasma autologue. Dans chaque cas, on a ajoute les deuxieme et quatrieme 
jours du milieu frais contenant GM-CSF et IL-4. Apres 5 jours de culture, on a 
ajoute du milieu contenant GM-CSF et IL-4 avec du TNF-a (R&D Systems) a 
20 ng/ml ou du TNF-a a 20 ng/ml et du PGE2 (Sigma Chemical, St Louis, MO) a 

25 1 ug/ml. Apres 48 h, on a recueilli les cellules et on les a comptees. Le 
rendement en cellules est donne dans le tableau I ou on constate que le 
rendement en cellules obtenu en presence de GM-CSF et de IL-4 a atteint 12 % 
avec du serum AB, 18% avec du plasma autologue, 22% avec du serum 
autologue et 16 % avec du HA. Le milieu X-VIVO 15-2 % de HA compiemente 

30 avec GM-CSF et IL-4 est le milieu le plus efficace pour obtenir des DC 
immatures de qualite clinique CD14" /fa,Dle CD83" HLA-DR ++ exprimant de grandes 
quantites de CD80 et CD86. 

Comme le montrent egalement les resultats du tableau I, le serum AB, le 
plasma autologue et le serum autologue ont ete moins actifs que HA pour 

35 I'obtention in vitro des DC matures. 
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Etant donne qu'une cytapherese de 5 heures permet en general de 
recuperer 40 a 50 x 10 9 cellules mononuclees, on a done pu obtenir dans les 
conditions operatoires de I'invention 6 a 8 x 10 9 DC de facon reproductible. 
Cette quantite de cellules est suffisante pour permettre au moins 6 vaccinations 
5 avec10 9 DC. 

La culture de cellules sur milieu X-VIVO 15 seul a ete realisee a partir des 
cellules de cytapherese de 8 donneurs mobilisees par le facteur de croissance 
hematopoietique (G-CSF) ou par le cyclophosphamide et le facteur de 
croissance hematopoietique. 

10 Pour 5 des 8 donneurs, les cellules cultivees en milieu X-VIVO 15 en 

presence de GM-CSF et d'IL-4 pendant 7 jours avaient une viabilite inferieure a 
65% ce qui n'a pas permis d'analyser leur phenotype et leurs fonctions 
contrairement aux cellules des memes donneurs cultivees en presence de X- 
VIVO 15-2% d'albumine humaine, GM-CSF et IL-4 pendant 7 jours. 

15 Le milieu X-VIVO 15 seul ne permet pas de generer de facon reproductible 

des cellules dendritiques immatures. L'addition de 2% d'albumine humaine a 
permis dans tous les cas une generation de cellules dendritiques parfaitement 
viables et fonctionnelles et irreversibles. 

20 EXEMPLE 2 : Analyse phenotypique par cytometrie de flux des cellules DC 

Pour caracteriser le phenotype des DC obtenues selon I'exemple 1, on a 
determine le pourcentage de cellules exprimant CD14, HLADR, CD83, CD80 et 
CD86 par cytometrie de flux (FACS) en utilisant les anticorps monoclonaux 
suivants : CD1a-PE, CD14-PE, CD36-FITC, CD80-PE, CD83-PE, HLA-DR-FITC 

25 (Immunotech, Marseille, France) ; les anticorps monoclonaux CCR5-PE, 
CD51/CD61-FITC, CD86-FITC, MR-PE (Pharmingen, San Diego, CA) et les 
anticorps murins IgG apparies suivant I'isotype (Immunotech). 

Le phenotype total des DC obtenus selon I'exemple 1 est similaire a celui 
des DC immatures obtenues par culture dans le milieu RPMI en presence de 

30 FCS (tableau I). En utilisant le milieu X-VIVO 15 complements avec du serum 
AB, du plasma autologue ou du serum autologue, le pourcentage des cellules 
CD14 + a ete grandement augmente Gusqu'a 80% dans du X-VIVO 15-serum 
AB) et les cellules resultantes ont exprime une densite plus faible de HLA classe 
II et de molecules costimulatrices. En revanche, selon le procede de I'invention, 

35 e'est-a-dire avec le milieu X-VIVO 15-2 % de HA, on a pu obtenir un nombre 
eleve de DC (CD14\ HLA-DR + \ CD80 ++ , CD86 ++ ) sans addition de proteines 
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xenogenes, de proteines allogenes, d'anticorps hutnains ou d'antigenes 
tumoraux autologues non identifies. 

Des resultats similaires ont ete obtenus avec des AC provenant de quinze 
donneurs, cultivees dans les conditions operatoires de I'invention, c'est-a-dire 
5 dans un milieu X-VIVO 15 complemente avec 2 % d'albumine humaine en 
presence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a avec ou sans PGE2. Ces resultats figurent 
dans le tableau II. 

Le CD83, marqueur specifique des DC matures, a pu etre detecte 
apres 24 h de culture en presence de TNF-a et a atteint un maximum 
10 d'expression en 48 h. La combinaison de PGE2 et TNF-a a induit I'expression de 
CD83 jusqu'a 83 % de cellules par rapport a 64 % avec du TNF-a seul 
(p = 0,007) (tableau II). Les PGE2 ont egalement coopere avec le TNF-a pour la 
regulation en amont de CD80 et CD86 sur les DC (tableau I et tableau II). 

Dans une autre serie d'experiences, on a opere dans les memes conditions 
1 5 que ci-dessus sauf que le cinquieme jour, on a ajoute la PGE2 sans TNF-a. 

Le pourcentage des cellules CD14 + obtenues en presence de 
GM-CSF + IL-4 + PGE2 etait superieur a celui obtenu en presence de GM-CSF 
et IL-4 seuls, ce qui suggere que le PGE2, lorsqu'il est utilise sans TNF-a induit 
la reversion d'au moins certaines DC immatures en cellules de type macrophage 
20 bien que le GM-CSF et IL-4 etaient continuellement presents dans le milieu de la 
culture. 

De la meme facon, quand les DC immatures, obtenues dans du 
X-VIVO 15-2 % de HA complemente avec GM-CSF et IL-4, ont ete recoltees le 
septieme jour, lavees de facon extensive et cultivees dans le milieu de culture 

25 sans cytokine pendant 3 jours supplementaires, elles ont de nouveau adhere au 
sac de culture et ont exprime CD14. II s'agit la d'une reversion de ces DC 
immatures en cellules de type macrophage. En revanche, la morphologie 
cellulaire et le phenotype cellulaire des DC matures, produites par addition de 
TNF-a seul ou de TNF-a + PGE2, n'ont pas ete affectes de facon marquee 

30 apres retrait des cytokines, ce qui indique que la maturation a eu lieu de maniere 
irreversible. 

EXEMPLE 3 : Endocvtose par MR 

On a etudie I'endocytose au niveau cellulaire des DC obtenues par culture 
35 de cellules AC mobilisees selon le traitement indique dans I'exemple 1 dans du 
milieu X-VIVO 15 - 2 % HA en presence de GM-CSF et d'IL-4 pendant cinq 
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jours. Le cinquieme jour, on a ajoute du milieu frais contenant GM-CSF et IL-4, 
ou GM-CSF, IL-4 et TNF-a ou GM-CSF et IL-4, TNF-a et PGE2. Le septieme 
jour, on a determine I'expression de MR, CD36, av03 et av£5 par la methode 
d'analyse FACS. 

5 Pour determiner I'expression du marqueur MR on a opere selon la 

methode decrite par Tarte et al. (27) en utilisant du FITC-dextran pouvant fixer la 
lysine, MM = 40 000 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR). On a recueilli les DC 
immatures et matures le septieme jour et on les incubees a 37°C pendant 7, 15 
et 30 min ou a 4°C pendant 30 min (fixation de fond) avec 1 mg/ml de FITC- 
10 dextran. On a ensuite lave les DC avec du PBS froid complemente avec 1 % de 
FCS et 0,02 de NaN 3 et on a analyse la fluorescence avec un appareil FACScan. 

La moyenne du pourcentage de cellules positives obtenues par culture des 
AC de six donneurs est indiquee dans le tableau III. 

Ces resultats montrent que les DC immatures obtenues dans du X- 
15 VIVO 15-2 % de HA par culture de 7 jours avec GM-CSF et IL-4 ont largement 
exprime des MR et cette expression a significativement diminue de plus de 50 % 
lors de la maturation des DC induite soit par TNF-a seul (p = 0,03), soit par TNF- 
a + PGE2 (p = 0,03). 

L'endocytose du FITC-dextran par les cellules matures obtenues selon 
20 I'invention avec du TNF-a ou du TNF-a + PGE 2 a profondement diminue par 
rapport aux DC immatures comme cela est montre par la Figure 1. 

EXEMPLE 4 : Induction de I'apoptose dans les cellules plasmatiques maliqnes 
Pour tester le potentiel phagocytaire des DC obtenues selon le procede de 

25 I'invention, on a utilise des cellules tumorales apoptotiques. 

XG-1 est une lignee cellulaire de myelome multiple dont les 
caracteristiques ont ete decrites en detail par Zhang et al. (28). On a incube des 
cellules XG-1 (2,5x10 5 /ml) avec 4 um/ml de cycloheximide (CHX) dans du 
milieu RPMI 1640-10 % de FCS complemente avec 3 ng/ml de IL-6 a 37°C. On a 

30 enregistre la cinetique de I'apoptose cellulaire en utilisant une double coloration 
avec le colorant connu sous la denomination Annexin-V FITC (Boehringer 
Mannheim, Meylan, France) et de I'iodure de propidium (PI) (Sigma). Dans un 
premier temps, les cellules apoptotiques ont ete colorees uniquement par 
I'Annexin-V (Annexin-WPI") tandis que dans un deuxieme temps, les cellules 

35 necrotiques ont incorpore egalement du PI en raison d'une perte de I'integrite de 
leur membrane (Annexin-V7PI + ). Apres traitement avec le CHX, on a lave les 
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cellules tumorales a trois reprises dans du X-VIVO 15-2 % de HA avant de les 
mettre en coculture avec des DC obtenues selon le mode operatoire decrit a 
I'exemple 1. 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2. Ces resultats montrent 
5 qu'apres 6 h de culture avec 4 ug/ml de CHX, 60 % des cellules de myelome 
XG-1 ont montre des caracteristiques de mort cellulaire apoptotique precoce, 
c'est-a-dire une liaison de Annexin-V mais une non-incorporation de PI. 

EXEMPLE 5 : Phaaocvtose des cellules apoptotiques 

10 La phagocytose des cellules apoptiques constitue un autre mode d'entree 

des antigenes et joue un role majeur dans le phenomene d'amorcage croise. 
Recemment, plusieurs recepteurs phagocytaires ont ete identifies sur les DC 
obtenues en presence des serums humains et il a ete montre qu'un milieu 
conditionne pour des monocytes (MCM), qui conduit a une maturation des DC 

15 irreversible, regule en aval leur expression (6). 

On a teinte en vert les DC immatures et matures en utilisant du PKH67-GL 
(Sigma) et on les a cultivees pendant 2 h pour permettre la liberation du colorant 
non lie. On a teinte en rouge des cellules XG-1 en utilisant du PKH26-GL 
(Sigma) selon les instructions du fabricant avant leur induction pour subir 

20 I'apoptose par CHX pendant 6 a 8 h. Ensuite, on a cocultive les cellules XG-1 
teintees en rouge avec des DC immatures ou matures teintees en vert dans un 
rapport de 1:1 dans du X-VIVO 15-2 % de HA selon le protocole decrit par Albert 
et al. (6) . Apres 90 min a 37°C, on a analyse les fluorescences vertes et rouges 
avec un appareil FACScan. Dans les experiences de blocage, on a 

25 co-incube les cellules XG-1 et les DC a 4°C. 

Les marqueurs CD36, avp3 et avp5 ont ete determines selon la methode 
par marquage par anticorps monoclonaux et cytometric de flux. 

Pour la coloration de av05, on a tout d'abord incube les cellules avec un 
anticorps mAb primaire avp5 (Chemicon Int, Temecula, CA), puis avec un 

30 anticorps de chevre anti-lg de souris conjugue a FITC (Immunotech). On a 
realise les analyses avec un appareil FACScan (Becton Dickinson). 

Les donnees provenant d'une experience representative parmi 3 sont 
representees sur la figure 3. Plus d'un tiers des DC immatures ont englouti des 
XG-1 apoptotiques apres 90 min de coculture. Seuls 10 a 12% des DC 

35 immatures ont ete teintees deux fois apres coculture avec des cellules XG-1 
non-apoptotiques. La phacocytose des cellules tumorales par des DC immatures 
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a ete confirmee visuellement sur des cytospines de cocultures teintees. La 
phagocytose a ete completement bloquee a basse temperature (figure 3). 
L'induction de la maturation des DC a produit une diminution de I'activite 
phagocytaire. En effet, seuls 12 % des DC matures obtenues apres addition de 
5 TNF-a ont internalise les XG-1 apoptotiques apres 90 min de coculture (figure 
3). Une meme diminution de la phagocytose a ete obtenue avec des DC matures 
obtenues avec TNF-a + PGE2 (figure 3). 

Dans les conditions de I'invention, les DC immatures ont exprime des 
quantites elevees de CD36 et d'integrine av{35; en revanche I'integrine avp3 n'a 

10 pas ete detectee comme le montrent les resultats consignes dans le tableau III. 
Ces resultats montrent egalement qu'en presence de TNF-a, les expressions de 
CD36 et avp5 ont ete significativement diminuees respectivement de plus d'un 
demi (p - 0,002) et de 20-35 % (p = 0,03)! Le PGE2 n'a pas eu d'effet 
supplementaire avec le TNF-a pour la diminution de I'expression des recepteurs 

15 phagocytaires. 

EXEMPLE 6 : Reponse aux chemokines des DC 

On a repete I'operation avec six donneurs differents et on a mesure 
I'intenslte moyenne de fluorescence (MFI). Les resultats obtenus figurent dans le 
20 tableau 4. 

1 ) detection du recepteur CCR5 

Dans ce test, on a utilise I'anticorps monoclonal anti-CCR5 (Pharmingen, 
San Diego, CA, USA) pour detecter ie recepteur CCR5 qui est un recepteur 
pour les chemokines inflammatoires. 
25 On a incube les cellules DC matures ou immatures obtenues dans le milieu 

X-VIVO 15 - 2 % HA avec ledit anticorps marque et on a mesure I'expression de 
CCR5 pour un donneur. Les resultats sont rassembles dans les figures 4a, 4b et 
4c. 

Dans cet exemple, on a recherche la presence du CCR5 sur les DC 
30 immatures et les DC matures produites dans du milieu X-VIVO 15 - 2 % HA. 

Le CCR5, a ete detectable sur les DC immatures produites dans du milieu 
X-VIVO 15-2 % HA mais son expression a ete significativement reduite par une 
incubation de 48 h avec du TNF-a (p = 0,03). Le PGE2 n'a pas induit de 
diminution significative supplementaire (figure 4) (p = 0,25). 
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2) detection du recepteur CCR7 

Comme aucun anticorps monoclonal n'etait disponible pour mesurer 
I'expression de CCR7, on a teste la reponse des DC a MIP-3p dans un essai de 
chimiotactisme. 

5 On a introduit ies DC immatures et matures (2 x 10 5 cellules) dans 100 pi 

de RPMI-1 % de HA dans la chambre superieure d'un dispositif de separation de 
cellules constitue de deux chambres de culture cellulaire (une chambre inferieure 
et une chambre superieure separees par un filtre ayant des pores de 5 pm 
permettant le passage des cellules migratrices (dispositif Transwell de Costar, 

10 Cambridge, MA). Dans la chambre inferieure, on a introduit 600 pi de 
ELC/MIP-3P dilues a 100 ng/ml dans le meme milieu. Apres une incubation de 
4 h a 37°C, on a recueilli Ies cellules qui ont migre dans la chambre inferieure et 
on a comptees au microscope. On a exprime Ies resultats par le pourcentage 
des cellules d'entree qui ont migre dans la chambre inferieure (pourcentage des 

15 cellules migratrices). La migration des DC provenant d'un donneur en I'absence 
et en presence de MIP-3P est representee sur la figure 5A et Ies resultats 
obienus avec Ies DC issues d'AC de 6 donneurs avec MIP-3P sont consignees 
sur la figure 5B. Les DC immatures cultivees avec GM-CSF et IL-4 n'ont pas 
repondu a MIP-3P (pourcentage moyen de cellules qui ont migre : 0,7 %, n=6). 

20 L'addition de TNF-a au cinquieme jour a accru significativement la reponse des 
DC (p = 0,002) avec une moyenne de 14,2 % de cellules en migration (n = 6). Le 
PGE2 a agi de fagon synergique avec TNF-a puisque 31 a 67 % (moyenne : 
48,8 %, n = 6) des DC maturees avec TNF-a + PGE2 ont migre jusqu'a la 
chambre inferieure du dispositif transwell pendant une duree d'incubation de 4 h 

25 a 37°C (p = 0,002) par rapport aux DC maturees avec du TNF-a. Ceci a ete 
associe a une legere augmentation de la migration spontanee des DC (une 
moyenne de 7 % des DC d'entree a ete trouvee dans la chambre inferieure en 
I'absence de MIP-3P). 

30 EXEMPLE 7 : Analyse des cytokines 

On a recolte les DC immatures et matures obtenues apres 7 jours de 
culture dans du X-VIVO 1 5-2 % de HA, on les a lavees et on les a etalees a 
raison de 4 x 10 5 /ml dans du RPMI 1640-5 % de FCS avec ou sans cellules L 
transferees par 10 5 /ml de CD40L, (fourni par le Docteur Sem Saeland, 

35 Schering-Plough, Dardilly, France). Lorsque cela etait indique, on a ajoute de 
I'IFN-y humain recombinant (1000 U/ml, R&D Systems). On a recueilli les 
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sumageants 24 h a 30 h apres stimulation et on ies a stockes a -70°C. On a 
mesure Ies quantites de IL-10 et p70 IL-12 par ELISA selon le mode operatoire 
du fabricant (R&D Systems). 

Les DC immatures obtenues avec du GM-CSF/IL-4 n'ont pas produit 
5 p70 IL-12 mais ont produit des quantites tres elevees de IL-10 apres 
declenchement par CD40 (tableau 5). L'addition de IFN-y avec la stimulation par 
CD40 a entraTne une diminution de 30fois de la production d'IL-10 par des DC 
immatures activees par CD40. L'induction de la maturation des DC avec du 
TNF-a a entraTne une diminution dramatique de la production de IL-10 induite 

10 par CD40 (reduction moyenne de 10fois) en association avec l'induction de 
I'expression de IL-12. L'addition de IFN-y a encore inhibe la production de IL-10 
par des DC matures. Ceci est en accord avec les rapports precedents montrant 
que I'IFN-y pouvait etre un cofacteur pour la production de IL-12 induite par 
CD40 (29,30). Toutefois, pour I'echantillon teste des trois autres patients, I'IFN-y 

15 a reduit la production de IL-12 par DC obtenue en presence de GM-CSF/IL-4 et 
TNF-a. Enfin, l'induction d'une DC totalement mature avec du TNF-a et PGE2 a 
entraTne une production reduite de IL-10 et IL-12 apres stimulation par CD40 par 
rapport a TNF-a seul. 

EXEMPLE 8 : Reaction des lymphocytes mixtes alloqenes (MLR) 
20 On a purifie des lymphocytes T non actives (HLA DR") a partir de sang 

peripherique de volontaires en bonne sante par deux cycles de selection 
negative en utilisant des microbilles revetues de CD14 et de CD19 (Dynal, Oslo, 
Norvege), suivi par un cocktail d'anticorps mAbs CD16, CD56 et HLA-DR 
(Immunotech) et de microbilles d'anti-lg de souris de chevre (Dynal). La purete 
25 des cellules T CD3 + etait superieure a 97 %. On a ajoute des nombres 
progressifs de DC traitees par de la mitomycine (50 ug/ml) a 1,5 x 10 5 cellules T 
allogenes dans 200 ul de RPMI-5 % de SAB. Apres 5 jours de culture, on a 
mesure la proliferation des cellules T par incorporation de thymidine tritiee 
(1 uCi/puits) pendant les 12 dernieres heures. On a exprime les resultats par les 
30 couts moyens par minute (cpm) ± I'ecart type determine dans des puits de 
culture sextuples. 

Les resultats de la figure 6 montrent que la maturation des DC obtenues 
dans du X-VIVO 15-2 % de HA les a transformees en stimulateurs des cellules T 
allogeniques aussi puissants que les DC matures produites dans du RPMI-10 % 
35 de FCS. Le TNF-a seul a donne les memes resultats que I'association de TNF-a 
et PGE2. 
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Tableau II 

Analyse phenolytique de DC obtenues par culture dans du milieu 
XV-HA complements avec GM-CSF, IL-4 et TNF-a avec ou sans PGE2 



Cytokines CD14 HLA-DR CD83 CD80 CD86 

GM/IL-4/TNF 2,6 ± 8,2 100 64 ±19 100 100 

Moyenne des %*** ± SD - 299 ± 183 44 ± 7 140 ± 49 251 ± 21 1 

GM/IL-4/TNF/PGE2 1,5 ±4 100 83 ±12** 100 100 

Moyenne des %*** ± SD - 265 ± 124 61 ± 25* 190 ±85 345 ± 271 

* p< 0,01 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4/TNF 
** p< 0,05 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4/TNF 
*** moyenne des % = moyenne des % de cellules positives 
10 GM = facteur GM-CSF 



WO 01/09288 



26 



PO7FR00/02173 



Tableau III 
Profll des recepteurs des DC 



Conditions de culture 


Moyenne des % de cellules positives (IFM) 


MR CD36 


avb3 


avb5 


XV-HA GM/IL-4 


98 (233) 88(89) 


0 


87 (43) 


XV-HA GM/IL-4/TNF 


80 (95)* 37 (47)** 


0 


68 (32)* 


XV-HA GM/IL-4/TNF /PGE2 


74(91)* 25 (33)** 


0 


58 (36)* 



5 



XV-HA = milieu X-VIVO 15 - 2 % HA 

* p < 0,01 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4 
** p < 0,05 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4 
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Tableau IV : CCR5 



Conditions de culture 


GM+IL-4 


GM+IL-4+TNF 


GM+IL-4+TNF+PGE2 


Donneur 1 


8 






Donneur 2 


12 


6 


5 


Donneur 3 


14 


6 


5 


Donneur 4 


10 


5 


5 


Donneur 5 


10 


4 


4 


Donneur 6 


11 


6 


6 


IFM 


10,8 


5,2 


4,7 




p = 0,03 




P = 0,25 
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REVENDICATIONS 

Procede pour I'obtention de cellules dendritiques, caracterise en ce qu'il 
consiste : 

1) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, des cellules mononuclees issues de 
cytapherese apres mobilisation, dans un milieu exempt de serum 
complements avec de I'albumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 
inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours 
supplementaires ; 

3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 

Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la culture de I'etape 
1) est realisee pendant 5 jours et celle de I'etape 2) pendant 2 jours ; 
Procede selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 
I'interleukine est l'interleukine-4 ou l'interleukine-13. 

Procede selon I'une quelconque des revendication 1 a 3, caracterise en ce 
que le mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha 
(TNF-a). 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que le mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha 
(TNF-a) et la prostaglandine E2 (PGE2). 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que les cellules mononuclees sont des cellules mononuclees obtenues par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un 
facteur de croissance cellulaire. 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que le GM-CSF, I'interleukine et le TNF-a sont chacun utilises a raison de 1 
a 1000 ng/ml de milieu. 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 1 a 2 % (poids/volume de 
milieu). 
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Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 2 % (poids/volume de 
milieu). 

Cellules dendritiques irreversibles caracterisees en ce qu'elles sont avp3", 
avp5 + , CCR5- et CCR7+ 

Utilisation des cellules dendritiques irreversibles avp3 _ , av|35 + , CCR5" et 
CCR7 + pour la preparation d'un agent d'immunotherapie utile pour le 
traitement de toute maladie impliquant le systeme immunitaire. 
Procede de traitement immunotherapeutique, caracterise en ce qu'il 
consiste : 

1) a prelever a un patient a traiter des cellules mononuclees par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou avec un facteur 
de croissance cellulaire et eventuellement congelation/decongelation ; 

2) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, des cellules mononuclees issues de 
cytapherese apres mobilisation, dans un milieu exempt de serum 
complements avec de I'albumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant ies colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

3) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 
inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours 
supplementaires en Ies activant par des antigenes specifiques ; 

4) a recuperer Ies cellules dendritiques ainsi formees et activees. 

5) a reinjecter lesdites cellules dendritiques audit patient. 

Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que lesdites cellules 
dendritiques sont congelees/decongelees avant d'etre reinjectees audit 
patient. 
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B. GM-CSF + IL-4 + TNF 




FIG.1 



FL1-H 



C. GM-CSF + IL-4 + TNF + PGE2 
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